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Zimogenese microbiana
Um novo conhecimento aplicável à Indústria e à Bacterioterapia
PELO
PROF. AD. BAPTISTA RAMIRES
Do Instituto Superior de Agronomia
Sabe-se que na concorrência de duas espécies microbianas em 
meio, em dado momento, a ambas favorável, a imobilização e extinção 
de uma resultam ordinariamente de modificações de ordem química 
que aí determina a outra. Mas, sem alteração de maior nos corpos de 
nutrição microbiana, ou outros, não raro se observa a completa imobi­
lização dos indivíduos de uma das espécies (suspensão no crescimento, 
multiplicação, etc.) podendo dar-se a sua extinção, simplesmente por­
que surgiram reacções de defesa nos indivíduos de outra espécie.
Isto é de conhecimento geral. Não o é, porém, a nova noção do 
mecanismo por que alguns sêres actuam, até há pouco desconhecido, 
que importa conhecer, assegurando a sua conveniente utilização lugar 
de destaque na indústria e na medicina moderna, tudo dependendo da 
nova orientação que o conhecimento dêsse mecanismo vem dar.
Nota. — O objectivo desta comunicação, feita à Academia das Ciências de 
Lisboa, publicada no estrangeiro a sua versão francesa, foi marcar a prioridade do 
estudo por nós feito há anos, individamente atribuído a quem, só muito mais tarde, 
chegou a conclusões semelhantes às nossas. Como se verá, nela invocamos o que 
com o nosso nome se publicou em 1930 no Boletim do Laboratório de Microbiolo- 
gia Ferreira Lapa, que então dirigíamos, e ainda o testemunho do Prof. De Rossi, 
a quem em 1927 já havíamos dado conhecimento das nossas conclusões.
Tendo nós tratado assuntos respeitantes às lacto-bactérias, em diversos aspec­
tos da sua aplicação industrial, sobretudo no que interessa à agricultura, achámos 
útil corrigir a noção errada que até ao presente estudo em tôda a parte havia, 
sôbre o efeito dêsses sêres, trivialmente designados por «fermentos lácticos», no 
que respeita às suas acçõe» de antagonismo, que se julgava determinadas por
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Referimo-nos a determinadas espécies lácticas de acção específica, 
número limitado dentro dêsse notável grupo de sêres correntemente 
chamados «fermentos lácticos», que a indústria e a medicina têm uti­
lizado, por vezes falhando o esperado resultado, — insucesso devido à 
natureza da espécie, ao seu método de cultura e à forma seguida no 
seu emprêgo, nem sempre aquela que os conhecimentos actuais e a 
razão aconselham, como adiante se verá.
Postas de lado algumas espécies de actividade inconstante, com 
o que sôbre a acção de outras se descobriu, o laboratório abriu um 
caminho novo e seguro neste ramo da bacterioterapia, tão simples 
que, já bem comprovado o valor dêsse importante recurso, nos casos 
em que se trata de modificar a flora do meio intestinal, entrou êle defi­
nitivamente na terapêutica alemã, onde durante muito tempo foi assaz 
restrito o seu emprêgo.
Sob essa designação de «fermentos lácticos» têm-se agrupado 
tôdas as espécies capazes de dar quantidades elevadas de ácido láctico 
(e outros corpos de reacção ácida, em ácido láctico expressos) e só 
dessa acidez criada, se julgou por um critério simplista, depender todo 
o efeito útil dêsses sêres. No entanto, do estudo que fizemos resulta 
que o ácido láctico não tem aqui mais que um valor secundário, só por 
si em poucos casos aproveitável. Uma observação experimental de 
Belonowsky, há mais de vinte anos, levou-o a concluir que alguma 
coisa havia mais importante que a acidez; essa conclusão, porém, tal­
vez pela sua forma vaga, nada tendo de concreto, foi de todo esque­
cida, não obstante o facto experimental.
Estudo feito na Alemanha no ano passado, que só há pouco vimos,
agente de valor, em verdade só aproveitável para com microorganismos de muito 
fraca resistência.
O conhecimento das nossas conclusões (i) permitirá, no campo bacteriológico, 
orientar utilmente a sua selecção e cultura, não na directriz da maior formação 
ácida, ordinàriamente desprezível, mas na do estímulo da formação enzimoíde, — 
que nada tem de comum, em seus resultados, com a formação enzimática, como já 
vimos em publicação portuguesa recente, onde êsse êrro se comete. Na vei-dade, 
não dando os corpos denominados «enzimas»—senão excepcionalmente, por alguns 
produtos da sua reacção — acções de antagonismo, do estudo feito se conclue que 
tais acções pertencem, como nesta comunicação se vê, a corpos do grupo enzimoíde 
que aparecem, em determinadas condições, apenas como produto de reacção do 
meio, e isso procurámos aqui mostrar.
(i) Fublicadas no estrangeiro sob o titulo Z1MOGÉNESE MICROBIENNE. — Emploi efun de 
ses ageuts eu Bacteriothcrapie.
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esclareceu aquela observação, marcando conclusões novas, e exclusiva­
mente a êle, parece, se atribue êsse conhecimento e o valor prático 
que dêle resulta. No entanto, em 1926, uma circunstância casual feriu 
nossa atenção e levou-nos a estudar o assunto, comunicando no ano 
imediato as conclusões a que chegámos, para Itália, ao nosso eminente 
colega Prof. De Rossi, e mais tarde, no prosseguimento dêsse estudo, 
verificámos bem que a acção principal — insignificante, comparada a 
ela, a da acidez — vem de produtos que, pelas condições da sua forma­
ção, incluímos no grupo enzimóide, conforme mostrámos na notícia que 
então se publicou (Contribuição para o estudo das bactérias lácticas 
espicificas, Boletim do Laboratório de Microbiologia « Ferreira Lapa», 
Março, 1930).
A nós pertence, pois, sob o seu aspecto concreto, a prioridade 
dêsse conhecimento; marcá-la é o fim da presente nota — cuja idéa 
em nosso estudo nos veio da observação antiga de Belonowsky. Não 
se trata aqui, vê-se já, de acção semelhante ao que primeiro se pensou 
do «fenómeno d’Hérelle », que ficou célebre, mas da orientação espe­
cial de uma função ainda mal conhecida — a zimogenese microbiana — 
de onde saem todos êsses corpos genèricamente designados por «enzi- 
móides» (toxinas, lisimas, aglutininas, precipitinas, etc.) que, com êsses 
outros corpos do grupo enzimático, autores de vulgares fenómenos de 
oxidação e redução, hidrólise, etc., nada têm de comum, mais que o 
traço genético de serem, mais ou menos, produtos de reacção que 
condições de meio por vezes determinam.
A conclusão a que chegámos, de que demos conta (Loc. cit., 1930), 
não foi 0 limite da investigação por nós feita. Já então pensámos que 
dela poderia tirar-se certa útil aplicação prática, como mais tarde veri­
ficámos, não dando nós disso conta, no que então se publicou, por uma 
razão de natural melindre, — qual a de não nos permitirmos dar a 
público observações médicas que não nos pertenciam. E que, verifi­
cada a acção imobilizante de alguns lacto-bacilos seleccionados sôbre o 
B. putrificus (reduzida a acidez no meio cultural a uma quantidade 
apenas sensível) importava saber se os resultados obtidos in vitro se 
confirmariam no meio intestinal. Diversos ensaios se fizeram no campo 
clínico, — estamos hoje autorizados a publicá-los. Os primeiros, ante­
riores a 1930, foram realizados por médicos das nossas relações pes­
soais, na zona litoral a oeste de Lisboa (Costa do Sol)—os Srs. Drs. Aze­
vedo Rua, Arnaldo de Almeida e Renato Fernandes, prosseguidos mais 
tarde por outros médicos no sul e norte de Portugal.
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Na sua marcha cultural, recorrendo à selecção, no objectivo da 
máxima formação enzimóide em frente do B. putrificas, que foi sem­
pre a pedra de toque, as primeiras preparações de « fermentos lácti­
cos », sempre extractos secos (as primeiras em granulado grosseiro, 
depois em « comprimidos ») foram aplicadas em casos intestinais, agu­
dos uns, crónicos (enterocolites antigas) outros, segundo a nota que 
mais tade nos foi dada, — alguns doentes tendo já passado por Calde­
ias, e um por Caldeias e Chatel-Guyon. Os resultados ficaram nes­
ses primeiros ensaios nitidamente marcados, continuando depois larga­
mente, com insucessos raros, muitas vezes acertando onde proparações 
da mesma natureza tinham falhado, tanto como a medicação química, 
conforme consta das notas que obsequiosamente nos forneceram,—largo 
e elucidativo registo que oferecemos ao estudo de quem por isso queira 
interessar-se. Do que se observou, parece dever logicamente concluir- 
-se que os mesmos resultados devem manter-se em casos semelhantes, 
desde que semelhantes sejam as condições de aplicação—diríamos iguais, 
se pudesse pôr-se de lado o factor individual — entendendo-se por con­
dições semelhantes as da preparação (orientação do método cultural) e 
a forma do seu emprêgo clinico, no geral diferente da orientação freqíien- 
temente seguida, — o que mais adiante se sujeitará a juízo competente.
A observação de resultados obtidos pelo ácido láctico em alguns 
desarranjos intestinais, não se suspeitando o que atrás desse corpo 
havia, foi sem dúvida o que atrazou por largo tempo a investigação do 
mecanismo por que actuam os «fermentos lácticos ». Há anos, acredi­
tando nós o que todos admitiam, procurávamos por todos os artifícios 
levar ao máximo êsse « poder acidogéneo », segundo a expressão que 
com bastante infelicidade, pelo errado valor que todos lhe atribuíam, 
há anos empregámos (Antibiose microbiana, Lisboa, 1918). Corrigi­
mos o êrro no estudo publicado em 1930 (Loc. cit.), mostrando o valor 
secundário da acidez que, resultante dessa vulgar e bem conhecida 
acção enzimática, há todo o interêsse em não levar muito longe, por­
que tôda a energia que a célula dispende nesse trabalho resulta em 
prejuízo daquele que é mais importante.
É inútil repetir aqui o que então se escreveu, fazendo-se a dedu­
ção em tôrno de observações pessoais e outras que, em resumo, prin­
cipalmente são:
Condições de vida do « bacilo de Welch », produtor êle próprio 
de bem marcada acidez (Metchnikoff); acção imobilizante do Oidium 
lactis sôbre os anaeróbios proteolitas do intestino, semelhante à dos
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lacto-bacilos, não obstante os sêres dêssa espécie se revelarem consu­
midores naturais do ácido láctico (Quincke); a mesma acção reconhe­
cida em algumas leveduras, em destaque o Sac. ellipsoideus, S cerevi- 
siae, S. lebenis; conservação da reacção alcalina nas matérias fecais 
durante todo o tratamento pelos «fermentos lácticos» (Kiihn e Luers- 
sen); acção imobilizante do B. bifidus no intestino, em meio neutro 
(Tissier e Martelly); actividade na multiplicação e proteolise de espe- 
cies que, em meio da acidez láctica, nesse trabalho se comportam (tôdas 
as espécies, mais ou menos, do género Tyrothrix) como os anaeróbios 
proteolitas do intestino (Duclaux); vida em comum dos lacto-bacilos 
com numerosos proteolitas do grupo B. subtilis (conhecimento ge­
ral); e, emfim, a observação experimental de Belonovvsky, já citada, 
cujas conclusões nas seguintes linhas, bem expressivas, Metchnikoff 
perfilhou: «II existe donc quelque autre produit du bacille bulgare
qui empêche les putréfactions intestinales et qui agit favorablement 
sur les fonctions vitales des souris » (E. Metchnikoff.— Bacteriothérapie 
intestinale, 1912, pág. 27).
De resto, àparte essa observação nos ratos, já Bienstock em 1901 
havia marcado conclusão igual para o intestino humano, atribuindo 
tudo, embora de forma vaga, a outra causa, além da acidez. O conhe­
cimento a que chegámos esclarece não poucas dúvidas, notàvelmente a 
que pode surgir da observação de casos freqílentes em que culturas de 
alta acidez, temos nós visto (3,2 — 3,8), mostrarem uma acção imobi­
lizante bem inferior à que deram outras de acidez assaz baixa (1,5—1,9). 
Observações de laboratório, — confirmação clínica sempre que a oca­
sião se ofereceu.
Não se entenda, porém, que a acidez que sai da enzima acidogénea 
dos lacto-bacilos seja inteiramente inútil. Pertencendo o papel princi­
pal a êsses enzimóides que apontámos, certo é que o seu efeito não se 
revela ordinariamente em culturas de reacção alcalina (emprego do 
carbonato de cálcio em excesso) ou neutra. Possivelmente, no fenó­
meno de marcada antibiose em que as espécies lácticas para com 
outras se manifestam, a acidez estimulará o trabalho da zimogenese, 
como nas espécies animais e nas plantas certos corpos procedem para 
com determinada função secretora; ou, fora do campo fisiológico, bem 
pode ser que ela simplesmente actue sôbre os enzimóides formados, 
por uma acção semelhante à que se passa com diversas enzimas 
(sacarase, pepsina, endotriptase, etc.) cujo trabalho hidrolizante não se 
faz, ou faz-se mal, em meio neutro.
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Nunca nos interessou esta questão especial, que na prática fica 
sem valor mais que o especulativo, mas que não será muito difícil 
resolver, seguindo o caminho que levou Buchner à descoberta da sua 
« zimase alcoólica», pois que êsse agrupamento de enzimas diversas 
que a formam observa-se na levedura morta, como os enzimóides dos 
lacto-bacilos se encontram, embora em quantidade reduzida, nas cul­
turas de há muito extintas.
No emprêgo clínico dos « fermentos lácticos » cumpre ao laborató­
rio, como subsídio em sua função orientadora, indicar, quanto à forma 
da preparação, que como regra se dê sempre preferência aos extractos 
secos («comprimidos», etc.), sobretudo se, seguindo conclusões bem 
estabelecidas (Frendereich, Kayser, Porcher, Worthrup) se associam 
espécies diferentes, em que uma possa servir à outra de suporte nutri­
tivo ou de defesa. Muito acertada é semelhante associação quando, 
tendo as duas espécies exigências culturais diferentes, se consegue 
adaptá-las às mesmas condições de meio. Essa resistência, que pode 
ir'além de três anos (Weigmann), vulgar em preparações sêcas, já 
nós a notámos em preparação que tinha 29 meses. Na espécie em 
vida isolada, a duração por nós observada foi sempre muito mais curta.
Atribuímos nós há anos (Loc. cit. Antibiose, etc.) à endotriptase 
das leveduras o efeito útil dessa associação, e vimos ser também essa 
a opinião de De Rossi. Pensamos hoje, do que se tem sabido da 
vida das leveduras, que o seu principal papel aqui será consumir uma 
parte do ácido láctico formado, — e é isso também o que actual- 
mente pensa aquêle autor.
Por poucas luzes que se tenha de noções que são elementares 
em bacteriologia, uma reflexão rápida basta para logo ver que a 
vitalidade das bactérias lácticas não pode resistir por muito tempo, 
no meio adverso que resulta da sua própria actividade. A acidez sem­
pre crescente, formada de ac. láctico, principalmente, algum succínico, 
vestígios maiores ou menores de acético e fórmico, e conjuntamente os 
produtos de desassimilação que a célula rejeita, criam para os indiví­
duos condições de dia para dia progressivamente desfavoráveis, e o 
resultado é a rápida decadência, duração da função útil curta.
A acidez elevada, só por si, é bastante para—segundo a própria 
expressão do Prof. Rossi — determinar a auto-esterilização dos lacto- 
-bacilos. Pensou-se remover 0 mal pelos neutralizantes; mas, ou a 
dose empregada era insuficiente para neutralizar tôda a acidez pro­
gressiva, ou tinha de se recorrer a ura excesso alcalino, que reconhe­
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cemos ser prejudicial, senão pelo lado da sua multiplicação, pelo menos 
comprometendo as acções de antagonismo. Nós o verificámos, outros 
o terão verificado também.
Ainda que êsse factor adverso podesse ser inutilizado, nós não 
temos meio de evitar os produtos de desassimilição, e sabe-se bem 
quanto a sua acumulação é sempre funesta para os próprios indivíduos, 
a cuja morte, tratando-se dêstes sêres, nem sempre são estranhos fenó­
menos de autolise, que, quando não a elevem, em nada atenuam a cres­
cente formação tóxica. E vem então esta conclusão interessante pelo 
que tem de paradoxal, estranha mas verdadeira, a conclusão de quanto 
maior é o valor inicial da cultura (maior actividade celular, meio mais 
depressa alterado) mais rápida é a sua decadência, mais cedo a este­
rilização. Emfim, tão funestos são para estes sêres os produtos for­
mados que, na sua cultura, temos de renovar o meio muito frequente­
mente. Há quem recomende uma vez pelo menos por semana (Kay- 
ser, etc.), mas a prática tem-nos mostrado que uma vez por semana, 
ordinariamente é insuficiente.
Isto basta para ver a fraca garantia que as preparações em «caldo» 
oferecem no uso clínico. Muito pouco circulam em França, o país onde 
nasceu e se propagou a bacterioterapia láctica. Sôbre isso, informa- 
ram-nos de que um laboratório francês prepara êsses caldos expressa­
mente para Portugal, fornecendo-os em ampolas, a pedido de cá, do 
seu representante. Há ainda a acrescentar, importa dizê-lo, que estas 
espécies, suportando por saliente excepção da sua natureza i o/0 de 
ácido acético, mostram singular fraqueza em frente da maior parte dos 
ácidos, observando-se que muito mal resistem a quantidades insignifi­
cantes (0,07 —0,1 °/o) de ácido clorídrico.
Êsse carácter, geralmente ignorado, cuja importância no uso clí­
nico não se pode pôr em dúvida, é indicação clara para não se empre­
garem «fermentos lácticos» senão longe das refeições. Fomos nós, 
há muitos anos, que mostrámos isso em Portugal (Loc. cit. — Anti- 
biose microbiana) e hoje, felizmente, já não vemos nas mesas dos 
hotéis as caixinhas dessas preparações. Mas, o intervalo de 3 horas 
depois da refeição, correntemente marcado, nem sempre é suficiente. 
Conhecendo aquêle carácter importante, o médico sabe bem os casos 
clínicos em que deve alargá-lo.
Não obstante o que atrás se disse, elementar em bacteriologia, 
ainda há quem dê preferência a êsses caldos postos à venda, que em
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nossa investigação freqúentemente temos achado estéreis. Nem sem­
pre, cumpre dizê-lo, há esterilização real: a multiplicação pode reapa­
recer, a princípio traca, depois rnais activa, restabelecendo-se o aspecto 
morfológico ao fim de algumas «passagens». E isso que às vezes 
ilude, não se tendo em conta que, salva essa forma de actividade, a 
última a desaparecer, não raro se perde a que mais importa conservar; 
ainda menos tendo em conta, nos resultados da investigação ordinária, 
a diferença que vai do intestino aos meios de cultura do laboratório. 
Só da investigação nas fezes, em mais de um indivíduo, ensaios repe­
tidos, é óbvio, se pode tirar uma conclusão. Fora disso, o que já 
vimos é grossa falta de rigor experimental.
Sem dúvida, se pelo lado das necessidades de oxigénio, algumas 
espécies são amfibiotas, anaeróbias facultativas outras, certo é que 
algumas das mais importantes, no aspecto zimogénico, não encontram 
no meio intestinal condições de arejamento para uma actividade útil, 
quando os indivíduos, depois de demorada permanência em caldo, ali 
chegam já decadentes. Isto é tão simples e claro que logo se impõe à 
razão. As preparações recentes merecem tôda a confiança, desde que 
haja cuidado na execução e conservação. Fora da geleira, a tôdas as 
temperaturas, demora na farmácia (tempo desconhecido), o limite de 
duração marcado no rótulo só pode indicar o período provável de mul­
tiplicação, — nada mais.
Observa-se muitas vezes, importa também dizer-se, que culturas 
reconhecidamente estéreis dão resultados felizes em casos clínicos de 
pouco aparato, — resultados que, não podendo atribuir-se à acidogenia, 
que ficou suspensa, só podem vir dos enzimóides de formação anterior 
ao período de decadência, e isso só pode explicá-lo o que descobrimos. 
Produção restrita, essa, o que importa é a sua formação progressiva, 
acompanhando a multiplicação no intestino, que se faz quando os indi­
víduos não estiveram, antes, sujeitos a influências desfavoráveis.
A orientação que se tem seguido no método cultural não está 
certa. Há que promover a multiplicação e estimular a zimogenese, sem 
a habitual preocupação da enzima acidificante. Tudo porém dentro dos 
limites que cabem na capacidade normal da espécie. Todo o esforço 
a mais, na vida da célula, resulta em prejuízo da zimogenese, que acima 
de tudo nos interessa.
É êste um facto da nossa observação pessoal. Há anos, para elevar 
a multiplicação e ao mesmo tempo a acidez, na orientação antiga, ser­
vimo-nos de artifícios semelhantes aos que Porcher e Worthrup empre­
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garam, e ainda recorrendo à «acção oligodinamica» de Naegeli,— aqui, 
seguindo no caminho que seguiu o prof. Richet, utilizando as bact. 
lácticas em seus notáveis estudos de fisiologia. No fim, em regra, 
notávamos um decresci mento na imobilização do B. putrificus. Certo 
é que por vezes, raras, a acção principal mantinha-se sem desfaleci­
mento muito sensível,—excepção cuja causa, sendo as condições expe­
rimentais sempre as mesmas, nunca pudemos explicar.
Entre o grande número hoje conhecido de espécies lácticas e suas 
raças, de há muito se utilizam apenas os lactos-bacilos — pondo de lado 
o grupo dos Streptococcus (lácticos) e com mais razão ainda os outros 
— e daqueles adoptou-se o «bacilo de Massol», que dá mais acidez, e 
só por êsse critério antigo se lhe tem dado geral preferência: mas por 
essa própria qualidade é de rápida decadência.
Dêsse grupo bulgaricns merecem tôda a atenção alguns dos lacto- 
-bacilos que nós consideramos « raças », não concordando com a desi­
gnação de «espécie colectiva» que lhe dá De Rossi: B. taette, Sireptobac. 
lebenis, Bact. mazun (que nada tem de comum com o B. Mazun), Bact. 
casenn I, e ainda, por certo aspecto de resistência, o Bact. acidophilum, 
que se encontram, como agentes específicos de formação láctica, em 
diversas bebidas feitas de leite, ao lado de raças selvagens e alguns 
anaeróbios aí vulgares. Dão menos acidez, e o seu antagonismo para 
com os proteolitas é assaz fraco, por isso de limitado valor; mas, por­
que a sua natureza se habituou, nesses produtos, às irregularidades da 
sua preparação e à toxidade do meio, por sua adaptação antiga supor­
tam melhor condições adversas.
Essa qualidade merece ser considerada, por não termos meio de 
libertar os indivíduos dos corpos estranhos, de formação progressiva, 
que alteram o campo cultural.
O estudo que fizemos, de que damos aqui o resumo, sôbre as 
acções de antagonismo dos «formentos lácticos», para com um grande 
número de bactérias do grupo proteolita, foi-nos sugerido, como aqui se 
disse, pela observação antiga, há cêrca de 20 anos, de Belonowsky, 
que suspeitou de causa desconhecida dêsse interessante antagonismo 
que até agora só era atribuído à acidez. Pela importância que isto tem 
na orientação cultural dêstes sêres, tanto na sua utilização industrial 
como no auxílio que presta à bacterioterapia, achámos conveniente 
torná-la conhecida, como missão do laboratório em sua função subsi­
diária.
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